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 Chemical structure of NCS.
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 ネオカルチノスタチン (以下NCSと略す) は蛋白性の抗腫瘍性抗生物質で,石田らにより
 1964年に放線菌 Sstrepto mKes ca rzlnos taticus var P41の培養炉液中に見出された。 NGSの
 生物活性は, グラム陽性菌 (例えばSarc lna lutea, BaclH us subtilis など) 及び実験腫瘍
 (例えば 1・一1210,SN-36, asd tes S-180な ど) に対する増殖阻害効果或は細胞毒性等に於
 て著る しいものがある。 NCSの分子 レベル における作用機構は細菌細 胞及びHe La 細胞のDNA
 合成 阻害と, さらにそれと は独立に既存のDNAの分解を誘発することであ る。 NCS の物理化
 学性状は著者ら (1966)により,メチオニン及びヒスチジン以'外の18種の 1。 一型アミノ酸から
 成り, 分子内S-S結合2個をもち, 且つPH 3.4附近に等電点をもつ1本鎖の酸性単純蛋白で
 あることが報告された。 またその構成アミノ酸は, 沈降恒数と拡散恒数か ら求めた分子量に基づ
 き98個, 分子量は約 9, 000と推定された。 本論文は,〔a)NOSの一次構造 〔b )正確な分子量
 (c lその研究中に著者らが開発 した液体ア ンモニア中でのポリペ プチ ドのS -S結合の特異的還元
 法並びにS一アルキル化法に関するものである。 又, 酋CSは, 既知の抗生物質中, 化学構造が
 解明されたもののうち世 界最大の分子量をもつものである。
 実験の結果及び考察
 NCSのアミノ酸組成 と・分子量 :構成アミノ酸は, 1・ys 1, 氏rg3, As x12, Thr 13, Ser11, Glx5,
 Pro4, Gly15, AIa17, %Cys4, Va112, Ile ll Leu6, Tyr 1, Phe5, Trp2, 合計 112個, その分子
 量は 11,022である。
 液体ア ンモニア中におけるNCS のS -S の還元とS Hのアルキル化反応 :NGSは水溶液中
 ではG 氏f尿素或は5MGuan idine -Hc I存在下で大過剰の(10-320倍モル/S -S)の還元剤 (メ
 ルカ プ トエタノ ール, Na BHヰ, dithiothreitol。DTT)を加えても 定量的な還元反応は出来 な・
 かったが, 著者 らが考案 した液体アンモニアの中で1気圧, 一33℃において 20倍量のAlky lc-
 hiGride で定量的に tetra-S -alkylcysteiny1 -NCS になることが証明された。 NCSの構造
 研究 には tetra -S-ca rboxymethy lcystd ny1-NGS を用 い た。 Al ky Ichlor 1de に ChloroT
 methane を用 いれば, S-methy lcys teine 誘導体を各種蛋白質で簡単に得ることが出来た。こ
 のS-methy icys teine 残基はme thi onine 残基と同様 ブロムシア ンによ るペプチ ド鎖の特異的
 選択的切断が可能となった。 また, これまでS-methylcyste ine の定量的調製法が知 られてい
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 なかったが, ここに新方法が確立された。
 NCS の トリプシンペ プチ ド: Tryps iロ で tetra-S一 (carboxymethy 1) 一NC Sは 5個 のニン
 ヒ ドリ ン陽性のスポッ トをフィ ンガープリン トにより生じる。 各々のアミノ酸組成とN末端アミ
 ノ酸は次の通り。 H1; CM-Cys2,. Asp4, Thr3, Ser2, Glu2, Pro1, Gly5, Ala5,
 Va 13, 11e1, Le u1,Phe 1, Trp1, N端こTrp, 計 31 残基:H3 ;Arg1, GM-Cys2, Asp6,
 Thr5,. Ser5, G匝 2, Pro1, GIy6, AIa9, Va エ6, Le u3, Tyr 1, Phe 1, TrpL 合計49 残基,
 N端ヒVa 1:T21ArgL AspL Thr1, Ser1, Gl u1, Gl y2, Le u1, Phe3, 計 11 基先
 N端 ヒSe'r :T31 1、ys 1, Asp1, Thr 4, Ser3, Pro2, Gly2, Ala3, Va!3, Leu1, 計 20 残基,
 N端=Ala:T4 ;Arg1, 計1残基, N端=Ar g, 総計 112残基である。 Tryps in による加水分解
 を pHstatで行うと1モルのNGS分子は3モルの アルカ リを消費 (於 pH8.2) したが, この場
 合, 遊離 してく るフリーの Argはその pKa が高い (9.1)為に滴定されず, 実際に起るペプチ ド
 の4個所の切断が見かけ上3価所 (3 モル) の切断とみえることがわかった。 また トリプシ ン消
 化により生 じた }{1 -Pept ide はN末端にTrpを持っている為に常法 (DNP 一法, DANSYL一
 法など)では決定出来ず,これは著者らの開発 したFITG 一法を用 いる方法により確定 した。
 NCSのアミノ酸配列:上述の各ペプチ ドの夫々のアミノ酸配列と別に求めたキモ トリ プシン
 消化によるべプチ ドのアミノ酸配列かう次のようなKCSのアミノ酸の全配列が決定 した。 なお
 配列決定の方法は, Edman 分解, DANSYL-Edman組合わせ法, Subtractlve Edman
 分解, アミノペプチダーゼ及びカルボキシペプチダーゼ, FITC法その他である。
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Ala-ALa-Pro -Thr -A la-Thr -Vai-Thr -Pro-Se r-Ser-Gly-Le u-Ser-Asp-Gly-
        20 24 28 32
 Thr-Va l-Va 1-1」ys -Val -A la-Gly-A la-Gly-1」eu-G ln -A la-Gly-Thr -Ala-Tyr-
        36 40'44 48
 Asp-Va l-G ly-G ln -Cys -A la-Va1-Asn -T hr -G ly-Va l-Le u-Trp -As p二Se r-Va 1-
        52 56 60 64
Thr -A ta-A la-Gly-Ser -Asp-Ser-Thr -Asn -Aia -Cys -Asx-Pro -Ala -As n-P h6-
        68 72 76 80
 Se r-Le u -T hr-Val -Arg-Arg -Ser-P he -G!u-G}y -Phe -1・e u～P he -As p-Gly -T hr-
        84 88 92 96
Ar g-Trp -GIy-Thr -Va l-Asx-Cys -Thr -Thr -A ia -Ala-Cys -G In -Vai -GIy-Le u-
        100 104 108 112
 Ser -Asx-A la -A la -Gly -Asx一(} 1y-Glu-Prσ一G ly -Va 1-Ala -11e』Ser -Phe -Asn。
                                    37 87
 欝 中の㍉rS 結合 儲 らの開発 したS-S?位置の簡易決定法により 一Cざs-S-S}CiS
 -C}s-S』S -C〆 ある ことがわ カ) つた・
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 .審査結果の要旨
 本論文は放線菌の一種である St reptomyces car4 nostaticus の産生す る制癌 性抗生
 物質の Neocarzinostatln (NCS) の最終 的な構造決定に関する報 告である。 NCS は最初
 18 種類 98 ケのアミノ酸か ら成る 酸性の単純蛋白と報告され, メチオニン沿よびヒスチジンを
 含まず, 分子内に2ケの di sulfide bond を持つ事が明 らかにされた。 0、 01 μg という微量
 である種の グラム陽性菌 (Sarcina lutea) や He La 細胞などの DNA合成を特異的に抑 制
 し, また Sarcina lutea ではDNAの崩壊を も'たら し, He La 細胞ではG2 期でmitosls
 をも阻止する。 ただ しマイトマイシンなど従来知られた他の低分子の DNA 合成阻害剤と異な り,
 DNA 分子と直接結合 して鋳型活性を低下さ せた り, Tm 値に変化を起こさせるような 作用はな
 い。
 著者は最近臨 床応用を目的に大量に精製される様にな つた NCS を出発材料と して更に精製を
 行ない, 構成アミノ酸数は 112ケ である事を明らかに し, 更に液体アンモニア中でディ ・チオ
 ・スレイ トー ノレを用いて一S-S一基を完全 に還元 し得る事を示 した。 定量的なS- Carbox-
 ymethy lati㎝ は液体アンモニ ァ中でCl CH2 GOOH を用いて行なわれ, 更にこれをトリプミ
 ン分解 し, 5つのペプチ ド片(ひとつは free arginine) を得た。 各々のペプチ ドを更に精
 製 し, Edman 法と酵素法でアミノ酸の一次構造を決定 したが, その ひとつ H1 一 ペプチド(31
 残基 )はN端がトリプトフ ァンのため DNP 法, Dansyi法では構造決定が不可能であったが著
 者の開発 したFITC法でアミ ノ末端を決定 し一次構造を 得た。 以上 5つのペプチ ドのアミ ノ酸配列を基
 礎に NCS 全体について得られていたN端のアラニ ン, C端のアスパ ヲギン, 更にキモ トリプシ
 ン消化に よるべプチ ドのアミ ノ酸配列を参照 し乍 ら, NCS の 了ミノ酸の全配列が決定された。
 本論文は単純蛋白の NCS の全構造を刻明に, しかも独創的な方法を応用 し乍ら解明 した点,
 学位の授与に値する もの と認める。
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